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＜序＞ 
プリンヌクレオチド生合成系（以下プリン生合成系）は、全部で 14 の反応から成っており、そ
の中には類似反応が複数存在している。従って、類似反応を触媒する酵素間の立体構造を
比較してこれらの酵素遺伝子が共通の先祖遺伝子から派生したかどうかを検証することによ
り、プリン生合成系の形成と編成に関して情報を得ることができるかも知れない。 
今回私の研究対象であるGAR synthetase (以下PurD)は、プリン生合成系の2番目の反
応、すなわち、ATPのエネルギーを利用してglycineとphosphoribosylamine (PRA) から
grycinamide ribonucleotido (GAR) を合成する反応を触媒する。大腸菌PurDの立体構
造は既に解かれており、A, B, CおよびNの４つのドメインから構成されていて、A,Bドメインは
ATP結合、NドメインはPRAの結合に関与することが示唆されている。また、プリン生合成系に
はPurD以外にもATP依存性の酵素活性を有する酵素が複数存在し、この生合成系内の酵
素の一燐酸基質結合部位（PurDではPRA結合部位）は構造上保存されている可能性があ
る。 
従って、本研究では大腸菌PurDとの構造の比較、さらにはプリン生合成系の他の酵素との
立体構造の比較を行なうことを目標に、高度好熱菌Thermus thermophilus（以下T. 
thermophilus）由来のPurDの立体構造解析に取り組んだ。 
 
＜実験方法＞ 
T. thermophilus HB8由来  PurDを、ハンギングドロップ蒸気拡散法により結晶化を行っ
た。SPring-8ビームラインにおいて、得られた結晶を用い、クライオ条件下でX線回折データ
収集を行った。得られた回折データをスケーリングし空間群、格子定数を決定した。分子置換
法によって位相を決定し、種々の構造精密化を繰り返し行い、立体構造を決定した。 
 
＜結果＞ 
(1)T. thermophilus HB8 PurDの結晶化に成功した。結晶化条件は以下の通りである。 
0.2M Ammonium Sulfate，0.1M MES(pH6.5), 30% PEG MME 5000 
(2)データ収集、回折データのスケーリングを行ったところ、以下のような結果が得られた。 
    dmin=2.5Å，空間群P 212121，格子定数a = 72.4 Å，b = 98.1 Å，c = 121.2 Å， 
     β= 90.0° 
(3)位相を決定し、構造精密化を行った結果、非対称単位中にPurD分子が2つ含まれている
ことがわかった。最終的なR値は0.27であった。 
(4)大腸菌PurDと比較した結果、大枠で似た構造であることがわかった。 
(5)プリン生合成系の酵素と分子ドメインごとの比較を行った結果、構造上保存されたモチーフ
が見つかった。 
 
